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Abkürzungsverzeichnis  7 
 
µM Micromolar 
1. Einleitung  8 
 
1 EINLEITUNG 
Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen heutzutage die Haupttodesursache in der 
westlichen Welt dar. Herzinfarkte und cerebrovaskuläre Ereignisse sind meist auf 
eine bestehende Gefäßwandveränderung, die atherosklerotischen Plaques, 
zurückzuführen die in einem plötzlichen Geschehen aufbrechen können 
(Plaqueruptur).60 Innerhalb der Plaques befinden sich Mikropartikel (MP), die eine 
zentrale Rolle in der Blutgerinnung einnehmen könnten. In der Tat präsentieren MP 
auf ihrer Oberfläche Tissue Factor (TF), das zentrale Starterprotein der 
Blutgerinnung. Allgemein wird davon ausgegangen, dass Plaque-assozierter TF von 
entscheidender Bedeutung ist für die Thrombosen, die kardiovaskuläre 
Erkrankungen letztendlich induzieren. 
1.1 Die Atherosklerose 
Die Atherosklerose ist eine Systemerkrankung. Es ist die häufigste krankhafte Ver-
änderung der großen und mittelgroßen Arterien weltweit und geht mit Verhärtung, 
Verdickung und Elastizitätsverlust der Gefässwände einher.53; 56 Nach 
jahrzehntelanger asymptomatischer Progression zeigen sich meist schwerwiegende 
klinische Folgen. Die häufigsten atherosklerotischen Herz- und Gefäßerkrankungen 
sind die koronare Herzerkrankung, cerebrovaskuläre Erkrankungen und die 
periphere arterielle Verschlusskrankheit. Deren gefürchtete Komplikationen wie 
Herzinfarkt, Schlaganfall oder der Verlust der unteren Extremitäten kommen in 
Deutschland im Vergleich zu nicht-industralisiereten Ländern außerordentlich häufig 
vor. Der Hauptanteil davon entfällt mit etwa 7,5 % aller Todesfälle auf den akuten 
Herzinfarkt. Männer und Frauen sind dabei im Verhältnis von 3:1 betroffen.63 
Die pathophysiologischen Mechanismen, die zur Atherosklerose führen, sind kom-
plex und werden durch zahlreiche genetische Faktoren (polygenetisch) sowie Um-
weltfaktoren beeinflusst.15; 24; 38 Somit ist die Progression der Atherosklerose ein ty-
pisches Beispiel für ein multifaktorielles Geschehen.15; 25; 38 Während einige Stoff-
wechselkrankheiten bereits im Kindesalter zur Atherosklerose führen, verläuft ihre 
Entwicklung in der Regel jedoch über mehrere Jahrzehnte. Trotz der Komplexität 
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atherogenetischer Mechanismen ließen sich anhand epidemiologischer Untersu-
chungen einzelne Parameter identifizieren, deren verstärkte oder verminderte Aus-
prägung das Atheroskleroserisiko erhöhen.25; 28; 38 Zu diesen Faktoren zählen Hyper-
cholesterinämie, Hypertonie, Rauchen, Diabetes mellitus, Adipositas und körperliche 
Inaktivität. Auch das Alter spielt eine Rolle. Weitere Risikofaktoren sind Stress und 
psychosoziale Faktoren sowie eine erhöhte Blutkonzentration von Lipoproteinen und 
Fibrinogen. Die einzelnen Risikofaktoren sind im Folgenden tabellarisch aufgeführt 
(Tabelle 1).8 
 
 
Risikofaktoren für die Atherosklerose 
 Hyperlipidämie (Hypercholesterinämie, Hypertriglyzeridämie) 
 Niedriges HDL-Cholesterin (<0,9 mmol/l bzw. <35 mg/dl) 
 Hypertonie 
 Diabetes mellitus 
 Zigarettenrauchen 
 Eigenanamnese einer cerebrovaskulären Erkrankung oder einer peripheren arteriellen 
Verschlusskrankheit 
 Familienanamnese einer vorzeitigen koronaren Herzkrankheit (<55 Jahre bei Eltern oder 
Geschwistern) 
 Hyperinsulinismus 
 (Abdominale) Adipositas 
 Hohes Lipoprotein (a) 
 Männliches Geschlecht 
 
Tabelle 1: Risikofaktoren für die Atherosklerose Die frühzeitige Atherosklerose scheint oft familiär 
aufzutreten.
12 
In der Mehrzahl der Fälle kann sie der Vererbung von Risikofaktoren wie der Hyperto-
nie, dem Diabetes mellitus und der Hyperlipidämie zugeschrieben werden.
6 
 
1. Einleitung  10 
 
1.1.1 Molekulare Grundlagen der Plaque-induzierten Thrombose 
Die Adhärenz von im Blut zirkulierenden Monozyten an das vorgeschädigte Endothel 
sowie deren Migration in die Intima der Gefäßwand, wo sie zu Makrophagen 
heranreifen, ist von pathogenetischer Bedeutung für die Entstehung der 
Atherosklerose.58 Simultan mit den Monozyten wandern Low Density Lipoproteine 
(LDL) in die Intima ein. Dort werden diese Lipide chemisch modifiziert, u.a. oxidiert. 
Die Aufnahme von Plaque-assozierte Makrophagen und oxidativ veränderten LDL in 
der Gefäßwand führt zur intrazellulären Cholesterinablagerung sowie zur Bildung 
lipidbeladener Schaumzellen. Schliesslich kommt es zur Apoptose der MP. Im 
Lipidkern entsteht eine postapoptotische Nekrose, die wiederum zur Bildung von MP 
führt. Durch die Aufnahme der veränderten Lipoproteine wird die TF-Expression der 
Zellen und somit derer Thrombogenität hochreguliert.52 Die vermehrte TF-
Freisetzung bewirkt durch Plaqueruptur eine unmittelbare Aktivierung der 
Gerinnungskaskade.4 Dieser komplexe Prozess begünstigt die Entwicklung der 
Atherosklerose und das Auftreten thrombotischer Ereignisse im atherosklerotischen 
Gefäß (Abb. 1). 
 
Abbildung 1: Tissue Factor im atherosklerotischen Plaque. Aufgrund der Entzündungsmediatoren 
ist der TF-Gehalt im Plaque signifikant erhöht. TF befindet sich in MP des Lipidkerns, zirkulierenden 
MP und auf Zellen der Gefäßwand.
66 
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Zusätzlich zu dem oben beschriebenen Beitrag von TF an der lokalen Gerinnungs-
aktivierung fördert TF möglicherweise auch einen Zustand der Hyperkoagulabilität 
als Folge einer systemischen Entzündungsreaktion. Dies geschieht aufgrund der ver-
mehrten Oberflächenexpression von TF in Zusammenhang mit der Freisetzung in-
flammatorischer Mediatoren wie IL-6 und IL-8. Hiermit werden möglicherweise zirku-
lierende Monozyten aktiviert, die daraufhihn TF exprimieren.48 
 
1.1.2 Histologische Grundlagen der Plaque-induzierten Thrombose 
Die Plaqueruptur, die eine akute Thrombose induzieren kann, ist auf verschiedene, 
multikausal wirkende Faktoren zurückzuführen: einen großen Lipidkern, einen 
erhöhten TF-Gehalt, sowie eine stetig dünner werdende fibröse Kappe, die aufgrund 
der in ihr enthaltenen Matrix-degenerierenden Enzyme, wie beispielsweise 
Metalloproteinasen, ihre Festigkeit zunehmend verliert. Diese Arbeit beschäftigt sich 
im Folgenden unter anderem mit der Wirkung des Lipidkerns in Bezug auf die 
Blutgerinnung. 
Der Lipidkern ist der am stärksten thrombogene Teil des atherosklerotischen 
Plaques. Kommt es nach Ruptur des Plaques zum Kontakt des Lipidkerns mit dem 
Blut, so bildet sich schnell ein Thrombus, der das betroffene Gefäß verschließen 
kann.19 Dabei scheint der TF-Gehalt der einzelnen Plaques in dieser pathophysiolo-
gischen Reaktion einen großen Einfluss auf die Thrombogenität zu haben.61 Bei 
Extraktionen des Lipidkerns des Plaques wurden TF-positive MP gefunden, die wahr-
scheinlich von apoptotischen Zellen abstammen (vgl. Kapitel 1.1.1). Man nimmt an, 
dass diese MP die TF-Aktivität und damit zu einem erheblichen Teil die Thromboge-
nität des Plaques bestimmen.37 
Ein anderer Faktor, der ebenfalls relevant für die Thrombogenität eines Plaques ist, 
ist die Expression von TF auf der Zelloberfläche glatter Gefäßmuskelzellen. Dies wird 
gefördert durch Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und Thrombin, die die 
Expression des Proteins in den glatten Gefäßmuskelzellen induzieren.68 
Das in dieser Arbeit verwendete Plaquematerial kann in drei Gruppen eingeteilt wer-
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den: PPP-positive, PPP-negative und TF-unabhängige Plaques. Die PPP-positiven 
Plaques sind definiert durch ihre Fähigkeit, in Abwesenheit von Thrombozyten PPP 
zu koagulieren; d.h. zum Start der Gerinnungskaskade reichen allein MP und Blut-
gerinnungsfaktoren des Plasmas aus. Im Gegensatz dazu sind PPP-negative 
Plaques an die Anwesenheit von Thrombozyten gebunden, um ihre gerinnungs-
aktivierende Wirkung entfalten zu können. Die TF-unabhängige Gruppe ist in diesem 
Zusammenhang nicht von Bedeutung. 
1.2 Eigenschaften der MP 
Zum ersten Mal wurden MP 1967 von P. Wolf beschrieben; er nannte sie „Plättchen-
staub“. Dieser „Staub“ enthält Vesikel, die kleiner als 1μm im Durchmesser sind und 
in Abwesenheit von anderen Zellkomponenten die Blutgerinnung aktivieren können.76 
Bei den MP handelt es sich definitionsgemäß um Partikel von einer Größe von 100-
800 nm. Sie bestehen aus Zytosol, umgeben von einer Lipidbilayermembran, die in 
ihrer Zusammensetzung der Plasmamembran ihrer Ursprungszelle ähnelt. 
Inzwischen weiß man, dass MP von vielen verschiedenen Zellen gebildet werden 
können. In vitro werden MP sowohl aus Thrombozyten als auch aus Endothelzellen, 
glatten Muskelzellen, Leuko-, Lympho- oder Erythrozyten freigesetzt. Nachweisbar 
sind sie in vivo unter physiologischen als auch unter pathologischen Konditionen, 
wobei sie sich in Zusammensetzung und Ursprung unterscheiden können.72 Ihre 
Funktionen sind vielseitig: Neben der Blutgerinnung scheinen sie auch eine wichtige 
Rolle bei entzündlichen Prozessen und bei Regulation der Durchblutung zu spielen. 
Verschiedene zelluläre Prozesse können die Entstehung von MP fördern: eine 
Zellaktivierung, die Apoptose und die Scherkräfte in der Blutstrombahn. So werden 
z.B. thrombozytäre MP durch Aktivierung der Thrombozyten gebildet, u.a. durch 
Thrombin, ADP, Kollagen oder bei erhöhten Scherkräften in der Blutzirkulation. Es 
wird davon ausgegangen, dass der Anstieg des zytoplasmatischen freien Kalziums 
nach Thrombozytenaktivierung u.a. die Cysteinprotease Calpain aktiviert. Hierdurch 
könnten u.a. Proteine gespalten werden, die den Kontakt zwischen der Plasma-
membran und dem darunter liegenden Zytoskelett vermitteln. 
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In der Plasmamembran ruhender Zellen haben die beiden Membranblätter eine un-
terschiedliche Lipidzusammensetzung. Auf der inneren Seite überwiegen Amino-
phospholipide wie Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylethanolamin (PE), 
während auf der externen Seite mehr Phosphatidylcholin und Sphingomyelin 
vorhanden sind. Diese Verteilung unterliegt der Kontrolle dreier Translokasen: einer 
einwärts gerichteten Pumpe, der Flippase – spezifisch für PS und PE, auch bekannt 
als Aminophospholipid Translokase; einer auswärts gerichteten Pumpe, Floppase 
genannt; und einer Scramblase, die bidirektional eine Redistribution der 
Phospholipide zwischen beiden Membranblättern unterstützt 6 (Abb.2). 
 
 
 
 
Abbildung 2: Lipidbilayermembran. Durch die Flippase (Flip), Floppase (Flop) und die Lipidscrambla-
se (LC) wird die Lipidzusammensetzung der Membran aufrechterhalten und insbesondere die Vertei-
lung von PS reguliert. 
 
Der Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration bei einer Zellstimulation verändert 
die Verteilung der Phospholipide über die Zellmembran. Vermutlich werden die 
Scramblase und Floppase stimuliert, während die Flippase gehemmt wird. Damit 
kommt es zu einer vermehrten Lokalisation von PS und PE auf der Aussenseite der 
Zellmembran. Als Folge ergeben sich ähnliche Verteilungsmuster der Phospholipide 
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in den an der Plasmamembran freigesetzten MP. Wichtig ist v.a. das gehäufte Vor-
kommen des negativ geladenen PS.6 Dies spielt offensichtlich in der in vivo-Situation 
eine entscheidende Rolle, da Phosphatidylserin mit einer hohen Affinität an 
Gerinnungsfaktoren bindet, so dass der Gerinnungsprozess auf der Oberfläche der 
MP ablaufen kann.52  
Die auf MP exponierten Oberflächenantigene sind spezifisch für ihre Ursprungszelle. 
Des Weiteren können sie Antigene tragen, die während der Zellaktivierung oder 
Apoptose hochreguliert werden. Zum Beispiel exponieren MP, die von Thrombozyten 
abstammen, auf ihrer Oberfläche P-Selectin und Glykoprotein 53, welche beide von 
intrazellulären Granulae abstammen.62 Da MP die Oberflächenmoleküle der Ur-
sprungszelle enthalten, können sie Funktionen dieser Oberflächenmoleküle vermit-
teln. So können Monozyten TF ins Plasma freisetzen. Dieser freigesetzte TF ist nun 
an MP gebunden und hat eine signifikante prokoagulatorische Aktivität.61 
 
1.3 Die Rolle von TF unter physiologischen und pathologischen 
Bedingungen 
TF ist ein zentrales Starterprotein der Gerinnungskaskade. Humanes TF, auch 
bekannt als Gewebsthromboplastin oder CD143, ist ein kleines, 47 kDa schweres 
transmembranales Glykoprotein und gehört zur Superfamilie der Cytokinrezeptoren, 
zu welcher auch Interferon α/β und Interferon γ gehören.45 TF besteht aus 263 Ami-
nosäuren, welche sich gemäß ihrer räumlichen Anordnung in drei Domänen gliedern 
lassen: eine lösliche extrazelluläre Domäne aus 219 Aminosäuren, welche die Re-
zeptorfunktion für Faktor VII/VIIa darstellt; eine unlösliche transmembranale Domäne 
aus 23 Aminosäuren; und eine zytoplasmatische Domäne aus 21 Aminosäuren. 
Letztere bewirkt durch Reorganisation des zytoplasmatischen Aktinnetzwerkes via 
spezifischer Interaktion mit aktinbindenden Proteinen die Zellmigration im Rahmen 
der Gefäßmodellierung und Tumormetastasierung.50 
Das Protein besitzt zwei Disulfidbrücken, die u.a. die Tertiärstruktur stabilisieren. 
Diejenige Disulfidbrücke, die von Cystein 186 zu Cystein 209 führt, ist auf der Pro-
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teinoberfläche exponiert und kann offensichtlich verschiedene Redoxzustände ein-
nehmen.36 
In der Gefäßwand ist TF in subendothelial liegenden Zellen, wie z.B. in den glatten 
Muskelzellen, konstitutiv exprimiert, so dass bei Verletzung der Gefäßwand die 
Gerinnungskaskade sofort in Gang gesetzt wird.72 Im Gegensatz dazu präsentieren 
Endothelzellen und Monozyten unter physiologischen Bedingungen keinen TF, so 
dass nur eine geringe Fibrinbildung im intakten Gefäßen stattfindet. Unter Stimulation 
können jedoch auch Monozyten und Endothelzellen TF an ihrer Oberfläche 
präsentieren.59 Dies bedarf einer Aktivierung des TF-Gens.  
Das TF-Gen ist auf dem ersten Chromosom lokalisiert. Es setzt sich aus sechs 
Exons zusammen, wobei die Exons 2 bis 5 die Kofaktor- und Rezeptorfunktion der 
extrazellulären Domäne kodieren. Getrennt werden diese Exons durch fünf Introns. 
Das Gen besteht ohne Promoter und Regulator aus 12,4 kbp.33; 12; 59 Zwei alternative 
Splicingprodukte sind bis dato bekannt.7 
Bereits 1981 und 1985 wurde von Schwartz und Gregory Hinweise auf die Exsistenz 
von intravaskulärem TF gefunden. In diesen Studien konnte eine TF-Exprimierung 
nach Stimulation mit Entzündungsmediatoren wie Lipopolysacchariden (LPS), 
Immunkomplexen oder Zytokinen auf der Oberfläche von Monozyten, Makrophagen 
und Endothelzellen, induziert werden. Ebenfalls erkannte man, dass stimulierte Mo-
nozyten das TF-Gen de novo transskribieren können.33 Aus neueren Studien mittels 
Elektronenmikroskopie geht hervor, dass Stimulation in vitro von Vollblut mit Kolla-
gen zu einer TF-Exprimierung auf der Oberfläche von Leukozyten-Thrombozyten-
Komplexen führt.77 Dieser Prozess setzt voraus, dass TF im Blut vorhanden sein 
muss (intravasaler oder blood borne TF). 
TF ist das zentrale Starterprotein des extrinsischen sowie auch des intrinsischen We-
ges der Blutgerinnung. Innerhalb des extrinsischen Weges bildet er einen Komplex 
mit Faktor VIIa. Factor VIIa ist ein Protein, welches sich aus verschiedenen Domä-
nen zusammensetzt. Eine dieser Domänen – die carboxylierte Gla Domäne – bindet 
in Anwesenheit von Kalzium an negativ geladene Phospholipide. Diese Bindung wie-
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derum unterstützt die Protein-Protein-Bindung am TF. Der TF/VIIa-Komplex stimu-
liert nun seinerseits die Produktion von Faktor Xa (Abb. 3). 
 
 
 
Abbildung 3: Der TF/VIIa-Komplex bindet in Anwesenheit von Kalzium und negativ geladenem Phos-
phatidylserin den Faktor X. 
 
Faktor Xa ist notwenig für die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin. Weiterhin 
stimuliert der TF/VIIa-Komplex die Bildung von Faktor IXa, der seinerseits ebenfalls 
Faktor X aktivieren kann. 45; 55 (Abb. 4) 
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Abbildung 4: Die Startphase der Blutgerinnung. Der TF/VIIa-Komplex aktieviert Faktor X sowie Faktor 
IX, die letztendlich Prothombin in Thrombin umwandelt. 
 
Da bei Patienten mit Defekten der Kontaktaktivierungsfaktoren (Faktor XII, Prekalli-
krein, HMW-Kininogen) keine Blutungsneigungen vorliegen, scheint die physiologi-
sche Rolle des Kontaktierungsystems als einer der Hauptauslöser der Fibrinbildung 
zumindest unsicher. Dies deutet darauf hin, dass der TF-induzierte Gerinnungsweg 
unter physiologischen Bedingungen den zentralen Startmechanismus darstellt.  
 
Interessanterweise korreliert die TF-Expression nicht direkt proportional mit der TF-
Aktivität. 7;9 Eine  Hypothese besagt, dass der endogene Gegenspieler des TF – der 
Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) – von Thrombozyten und Endothelzellen 
sezerniert wird und damit die TF-Aktivität z.B. der thrombozyten unterdrückt.  
Des Weiteren wurde postuliert, dass eine Konfigurationsänderung des Proteins, her-
vorgerufen durch die Bindung oder die Öffnung der Disulfidbrücke zwischen Cystein 
186 und Cystein 209, die TF-Aktivität ändern könnte. Durch diesen Umstand wäre 
die Zelle in der Lage, schnell auf einen Stimulus zu reagieren, da der TF dann direkt 
durch eine Konfigurationsänderung aktiviert würde, anstatt eine langwierigere de 
novo-Synthese zu starten.74 Eine andere Hypothese geht von einer Umverteilung des 
TF auf verschiedene Zellkompartimente aus. In verschiedenen Publikationen wurde 
bereits gezeigt, dass MP TF auf ihrer Oberfläche präsentieren können. Dieser MP-
assoziierte TF ist jedoch – durch die Enkryption von TF begründet – nur begrenzt 
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aktiv. 
Neben dem zellulär gebundenen TF konnte das TF-Protein auch im Plasma nachge-
wiesen werden.1 Besonders hohe Mengen an TF wurden dabei im Plasma von Pa-
tienten mit Erkrankungen wie Myokardinfarkt 67 oder instabiler Angina pectoris 39 ge-
funden. Möglicherweise ist dies der Grund für die erhöhte Thrombogenität des 
Blutes, welche mit diesen Erkrankungen einhergeht. Elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen haben gezeigt, daß der Plasma-TF zumindest teilweise mit zirkulie-
renden MP assoziiert ist.43 
 
1.4 Zielsetzungen dieser Arbeit 
1. Welche Bedeutung haben zirkulierende MP des Blutes für die Aktivierung der 
Blutgerinnung durch atherosklerotische Plaques?  
2. Welche Rolle spielt der intravasale TF, insbesondere der TF der Thrombozyten 
bei einer Plaqueruptur?  
3. Welchen Einfluss hat die Thiol-Isomerase PDI für die Plaque-induzierte TF-
abhängige Aktivierung der Blutgerinnung? Welche Rolle spielt dabei der Plaque-
assozierte TF? 
Dies sind die zentralen Fragen, denen die vorliegende Arbeit in besonderer Weise 
nachgeht.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN 
2.1 Chemikalien und Lösungsmittel 
Im Folgenden werden die verwendeten Chemikalien, Lösungsmittel und Antikörper 
tabellarisch aufgeführt. 
Beriplex PN 500 Behring (Marburg) 
BSA Fraktion V  Serva (Heidelberg) 
Calciumchlorid Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Corn Trypsin Inhibitor Calbiochem 
EDTA (freie Säure) Roth (Karlsruhe) 
Ficoll Paque Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) 
Glukose Roth (Karlsruhe) 
HEPES Roth (Karlsruhe) 
Kaliumchlorid  Roth (Karlsruhe) 
Kaliumdihydrogenphosphat  Roth (Karlsruhe) 
Lipopolysaccharid (LPS) E. Coli Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Lysing Solution Becton Dickinson (Heidelberg) 
Magnesiumchlorid  Roth (Karlsruhe) 
Maus IgG2a Negativ Kontrolle PE (MCA929PE) Biozol (Eching) 
Maus-anti-Human CD14 PE (LC156) Biotrend (Köln) 
Maus-anti-Human CD15 PE (30575X) BD Pharmingen (Heidelberg) 
Maus-anti-Human CD42b PE (31134X) BD Pharmingen (Heidelberg) 
Maus-anti-Human TF FITC (4508) American Diagnostica (Pfungstadt) 
Maus-anti-Human TF FITC (9010-5079) Biotrend (Köln) 
Methanol  Roth (Karlsruhe) 
Natriumchlorid Roth (Karlsruhe) 
Natriumhydrogencarbonat Roth (Karlsruhe) 
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Natriumhydrogenphosphat Roth (Karlsruhe) 
S 2222 Haemochrom Diagnostica (Essen) 
Fortsetzung Tabelle Chemikalien und Lösungsmittel ... 
 
Thrombin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Thromboplastin Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
Thromborel S Dade Behring (Marburg) 
Tri–Natriumcitrat Dihydrat Roth (Karlsruhe) 
Trypanblau Sigma-Aldrich (Deisenhofen) Sigma-Aldrich (Deisenhofen) 
 
2.2 Antikoagulantien 
Nachstehend sind die verwendeten Antikoagulantien aufgelistet. 
Tri-natriumcitrat (TNC)  
Natriumcitrat 3,68 g 
In 100 ml destilliertem Wasser lösen; pH 7,4 mit Salzsäure einstellen.  
 
Corn Trypsin Inhibitor (CTI) 
 
2.3 Puffer 
Im Folgenden werden die Molekülmengen zur Herstellung der Puffer angegeben. 
PBS:  
NaCl 8,0 g 
KH2PO4 0,2 g 
Na2HPO4 x 2 H2O 1,4 g 
KCl 0,2 g 
 
Resuspensionspuffer 
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NaCl                                                                                                                   4,03 g  
KCl                                                                                                                     0,10 g  
NaHCO3 0,50 g 
NaH2PO4 0,03 g 
Fortsetzung Tabelle Resuspensionspuffer ...  
MgCl26H2O 0,10 g 
D-Glucose                                                                                                          0,45 g 
HEPES 0,60 g 
In 500 ml destilliertem Wasser lösen; pH 7,4 mit Salzsäure einstellen.  
 
CaCl2/Hepes Puffer  
Hepes 10 mM                                                                                                                                                                                                                                                                                                       23,83 mg
CaCl2 100 mM                                                                                                        147 mg 
In 10 ml destilliertem Wasser lösen.  
 
Monozyten-Waschpuffer  
BSA                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             1,50 g
Na2EDTA                                                                                                                                                               1,40 g
In 1000 ml PBS lösen; pH 7,4  
 
Antikörper-Puffer  
EDTA (freie Säure)                                                                                                                                                                                                                                                                            0,15 g
BSA                                                                                                                                                                                                     0,50 g
In 100 ml PBS lösen, pH 7,4 einstellen. Vor Gebrauch entgasen.  
 
 
 
 
,   
,   
 
 
0,15 g 
0,50 g 
 
 
Thrombozyten-Waschpuffer  
NaCl 8,06 g 
KCl 0,22 g 
MgCl2 0,20 g 
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HEPES 3,57 g 
EDTA 2,92 g 
Glucose 0,90 g 
Tri-Natriumcitrat 1,89 g 
Apyrase 0,05 g 
In 1000 ml destilliertem Wasser lösen; pH 6,3 einstellen.  
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2.4 Blutabnahme 
Venöses Blut wurde gesunden Probanden im Alter von 20 bis 40 Jahren entnom-
men. Die Spender unterlagen keiner Dauermedikation und hatten ab 21 Tage vor 
Entnahme keinerlei Medikamente eingenommen, die die Blutgerinnung beeinflussen 
könnten. Das Blut wurde nach der Abnahme mit 3,18%iger Tri-Natriumcitratlösung 
versetzt und umgehend weiterverarbeitet. Die Blutabnahmen wurden von der 
Ethikkommission der Medizinschen Fakultät der Ludwig-Maximilians-Universität 
genehmnigt. 
2.5 Zellisolierung 
2.5.1 Thrombozytenisolierung 
Das abgenommene Blut wurde bei 1300 rpm für 15 Minuten ohne Bremse zentrifu-
giert. Man erhält dabei drei Phasen: In der untersten Phase sammeln sich die Ery-
throzyten; darüber ist eine kleine weiße Schicht aus Leukozyten, die buffy coat ge-
nannt wird; die oberste Phase enthält das plättchenreiche Plasma, im Folgenden als 
platelet rich plasma (PRP) bezeichnet. 
2ml PRP wurden mit 8µl Apyrase (entspricht einer Konzentration von 0,475 U/ml) 
und 2µl Iloprost (entspricht einer Konzentration von 10ng/ml) versetzt. Dieser Zusatz 
ist notwendig, um die Aktivierung der Thrombozyten während der Verarbeitung zu 
verhindern. Anschließend wurde das PRP bei 1300 rpm zentrifugiert (für 10 Minuten, 
ebenfalls ohne Bremse). Der Überstand wurde entfernt und die Plättchen in Thombo-
zytenwaschpuffer resuspendiert. Die Thrombozyten wurden sodann erneut zentrifu-
giert (1300 Rpm für 10 Minuten) und anschließend in 150 µl Resuspensionspuffer 
gelöst. 
2.5.2 Isolierung der neutrophilen Granulozyten 
Um neutrophile Granulozyten zu isolieren, wurde das abgenommene Blut zusätzlich 
zu TNC mit Hirudin versetzt. Nach der ersten Zentrifugation (1300 rpm für 15 Minu-
ten) wurde der buffy coat großzügig abgenommen, der Rest verworfen. Es folgte 
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eine weitere Zentrifugation (auch bei 1300 rpm, diesmal nur für 10 Minuten). Der 
buffy coat wurde abgenommen und mit Anti-CD15 Antikörpern, die an Microbeads 
gekoppelt waren, für 15 Minuten bei 4°C inkubiert.  
Die Zellsuspension wurde nach Verdünnung mit Antikörperpuffer durch die Magnetic 
Separation Columns MiniMACS® der Firma Miltenyi Biotec geleitet. Die im Magnet-
feld positiv selektionierten Zellen wurden durch Entfernung des Magneten mit Anti-
körperpuffer aus der Säule ausgespült. Die so isolierten Zellen wurden zentrifugiert 
(1000 rpm für 10 Minuten) und in Resuspensionspuffer aufgenommen (Abb. 5). 
 
 
Abbildung 5: Prinzip der Isolierung von neutrophilen Granulozyten aus menschlichem Blut. Micro-
beads Antikörper die mit anti CD15 gekoppelt sind binden an neutrophile Granulozyten, was den ent-
standenen Antikörper-Zell-Komplexen magnetische Eigenschaften verleiht (A). Dadurch bleiben die 
Antikörper-Zell-Komplexe beim Durchlaufen durch die Magnetic Separation Column (MiniMACS®) im 
Magnetfeld hängen. Die CD15-negativen Zellen werden somit bei Durchlaufen des Säulensystems 
entfernt und verworfen (B). Entfernt man den Magneten, entleeren sich die positiv selektionierten Zel-
len in das Sammelreagenzglas.(C) 
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2.5.3 Monozytenisolierung 
Das entnommene Blut wurde bei 1300 rpm für 15 Minuten bei 24°C zentrifugiert. Der 
buffy coat wurde gesammelt und im Verhältnis 1:4 mit PBS verdünnt. Um einen Dich-
tegradienten aufzubauen, wurde das zuvor vorbereitete Ficoll-Plaque TM Plus® dem 
verdünnten buffy coat hinzugegeben. Die nun zweigeschichteten Falcons® wurden 
für 25 Minuten bei 1600 rpm ohne Bremse zentrifugiert. 
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Abbildung 6: Monozytenisolation, vor (A) bzw. nach Zentrifugation (B) 
 
Wie auf Abbildung 6 zu erkennen ist, sammeln sich durch diesen Vorgang die Zellen 
des buffy coats in einer gut abgetrennten Schicht, die extrahiert werden kann. Diese 
Schicht wurde mit Monozytenwaschpuffer versetzt und bei 1400 rpm für 10 Minuten 
bei 24°C ohne Bremse zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in Antikörperpuf-
fer resuspendiert und mit Microbeads, die mit anti-CD14-Antikörpern gekoppelt wa-
ren, bei 8°C für 15 Minuten inkubiert und anschließend analog der oben beschriebe-
nen Methode (2.5.2) mittels Magnetic Separation Columns aufgereinigt. 
2.6 Zellzahlbestimmung 
Nach Färbung mit Tryptanblau und geeigneter Verdünnung wurden die isolierten 
Zellen in der Zählkammer unter dem Mikroskop manuell quantifiziert. 
2.7 Herstellung von PPP und MP-freiem PPP 
Zur Herstellung von PPP mussten alle Zellen aus dem Plasma entfernt werden. Nach 
der ersten Zentrifugation bei 1300 rpm (15 Minuten bei 24°C, ohne Bremse) setzt 
sich das PRP im Überstand ab. Dieses PRP wurde sodann durch zweifache Zentri-
fugation bei 3000 rpm für 20 Minuten zentrifugiert, um die Thrombozyten zu entfer-
nen. In einem weiteren Schritt - Zentrifugation in der Eppendorf-Zentrifuge, 12600 
rpm für 30 Minuten - wurde das MP-freie Plasma isoliert.  
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2.8 Isolierung zirkulierender MP 
MP wurden aus PPP gewonnen. 250 μl PPP wurden in Eppendorfröhrchen überführt 
und bei 12600 rpm für 30 Minuten zentrifugiert. MP sammeln sich hierbei als kaum 
sichtbares Pellet am Boden der Röhrchen. Nach Verwerfen des Überstandes (MP-
freies PPP) wurden die MP mit PBS-Puffer gewaschen (ebenfalls bei 12600 rpm für 
30 Minuten bei 24°C, ohne Bremse). 
2.9 Herstellung von MP in vitro 
MP wurden in vitro aus Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten 
präpariert. 4 x 108 Thrombozyten wurden benötigt, um 106 MP zu generieren. Dazu 
wurde die benötigte Thrombozyten-Menge mit 0,1 U/ml Thrombin und 8μl/ml Kolla-
gen bei 37°C für 30 Minuten stimuliert; anschließend erfolgte die Isolierung der MP 
(4500 rpm für 15 Minuten; Überstand abnehmen, Pellet verwerfen; 12600 rmp für 30 
Minuten; Überstand verwerfen, in 225 µl PBS resuspendieren; 12600 rpm für 30 Mi-
nuten; 225 µl Überstand verwerfen, restliche 25 µl resuspendieren und vereinigen).  
Um 106 MP aus neutrophilen Granulozyten herzustellen, wurden 6 x 106 Zellen benö-
tigt. Diese wurden mit 100 μM fMLP bei 37°C für 2 Stunden stimuliert; anschließend 
erfolgte die Isolierung der MP. Nach Stimulation von 2 x 106 Monozyten mit 100 
ng/ml LPS bei 37°C für 14 Stunden wurden 1 x 106 monozytäre MP gewonnen. 
2.10 Gewinnung des Plaques 
Atherosklerotisches Plaquematerial wurde von Patienten extrahiert, die sich einer 
Operation zur Sanierung hochgradiger Carotisstenosen unterzogen. Wie vom Ethik-
kommission der Fakultät der Medizin der Universität München gefordert, wurde ihre 
Zustimmung eingeholt. Das Plaquematerial wurde durch intraoperative Endarter-
ektomie entfernt, die Plaque-Struktur en Block bewahrt. Der atherosklerotische 
Plaque wurde sorgfälltig von anderen Regionen des atherosklerotisch veränderten 
Gewebes, wie den Kollagen-reichen Bindegeweben, getrennt. Das Plaquematerial 
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wurde mittels histologischer Analyse charakterisiert. In einigen atherosklerotischen 
Plaquematerialien war es möglich, makroskopisch den lipidreichen Kern zu isolieren. 
Der Plaque wurden gewogen, homogenisiert und bei -80°C aufbewahrt. Der athero-
sklerotische Plaque wog 50 mg/mL, entsprechend Protein-Konzentrationen von 0.5-
2.5 mg/mL. 
2.11 Herstellung von Vesikeln aus Plaquelipiden 
Frisch isolierte 10µl Atheroskleroseplaque wurde mit 90 µl Resuspensionspuffer 
gemischt und gekühlt. Mittels eines Ultraschallstabs wurde die Lösung je 4 x für 10 
Sekunden behandelt, um die Membranstruktur zu zerstören. 100 µl Chloroform (mit 
50 mg/l BHT = butylated hydroxytoluene) und 200 µl Methanol wurden hinzugegeben 
und, nach Begasung mit reinem Stickstoff, verschlossen und für 30 Sekunden 
gevortext. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde 100 µl doppelt 
destiliertes Wasser und 300 µl Chloroform hinzugegeben; die Probe wurde begast 
und gevortext und daraufhin bei 4000 rpm für 10 Minuten bei 10°C ohne Bremse 
zentrifugiert. Dabei ergeben sich zwei Phasen: In der unteren Phase befinden sich 
die Lipide, in der oberen Phase die wasserlöslichen Moleküle. Die untere Phase wur-
de aufbewahrt; zur oberen Phase wurde wieder 400 µl Chloroform hinzugegeben und 
erneut zentrifugiert, und die untere Phase wieder aufbewahrt. Die gesammelten 
Chloroformphasen wurden bei 37°C mit Stickstoff eingedampft und anschließend in 
50 µl Chloroform-Methanol-Mischung im Verhältnis 2:1 resuspendiert und mit Metall-
kügelchen gevortext, bis sich die Lösung trüb färbte – das Zeichen dafür, dass sich 
Lipidvesikel gebildet haben. 
2.12 Bedeutung von Gerinnungspapametern im Vollblut mittels 
Thrombelastographie 
Die klassische Thrombelastographie wurde in den 40er Jahren des vorigen 
Jahrhunderts entwickelt und basiert auf einer kontinuierlichen graphischen 
Aufzeichnung der Festigkeit eines Blutgerinnsels während seiner Entstehung. 
Das moderne ROTEG® Vollblut-Hämostase-System stellt eine Weiterentwicklung 
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dieses Systems dar. Die mit Blut gefüllte Küvette taucht in den senkrecht stehenden 
Plastikstempel ein. Dieser Stempel ist auf einem Kugellager befestigt und rotiert in 
einem Winkel von 4.75° um die eigene Achse.  
Die Bewegung wird durch ein optisches Detektionssystem erfasst. Eine Diode sendet 
einen Lichtstrahl, der von dem am Stempel befestigten Spiegel reflektiert wird. Der 
Computer rechnet nun die Frequenz in ein graphisches Signal um. Gerinnt nun das 
Blut in der Küvette, erhöht sich der Widerstand und die Bewegung verlangsamt sich 
(Abb. 7). In der vorliegenden Arbeit ist hauptsachlich die Clot Formation Time (Fibrin-
bildungszeit) von Bedeutung, die als die Zeit in Sekunden von Beginn der Calcium-
zugabe, welche die Gerinnung in Gang setzt, bis zu dem Zeitpunkt, an dem eine si-
gnifikante Koagulation stattgefunden hat, definiert ist. 
 
 
 
Abbildung 7: Funktionsprinzip der Thrombelastographie (Abbildung aus der Gebrauchsanweisung 
ROTEG®). Die Bewegung wird durch ein optisches Detektionssystem erfasst. Eine Diode sendet 
einen Lichtstrahl, der von dem am Stempel befestigten Spiegel reflektiert wird. Der Computer rechnet 
nun die Frequenz in ein graphisches Signal um. Gerinnt nun das Blut in der Küvette, erhöht sich der 
Widerstand und die Bewegung verlangsamt sich. 
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2.13 Bedeutung der Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie, auch FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) genannt, 
ermöglicht das Zählen und die Analyse von physikalischen und molekularen Eigen-
schaften von Partikeln in einem Flüssigkeitsstrom. Anhand von Streulicht, das ent-
steht wenn der Laser die Zelle trifft, kann Fluoreszenzintensität in nach Größe und 
Granularität separierten Partikeln gemessen werden. 
 
 
 
Abbildung 8: Das so genannte Forward-scatter (FSC) misst, wie in der Abbildung gezeigt, die Größe 
der durch den Flüssigkeitsstrom fließenden Partikel (u.a. Zellen). Das Side-scatter (SSC) misst die 
Granularität anhand der Streuung des Laserstrahls, der von den Granulae und dem Zellkern abge-
lenkt wird. 
 
 
In einem flüssigen System werden die Zellen zum Messpunkt transportiert. Bei dieser 
hydrodynamischen Fokussierung werden die Zellen einer Einzelzellsuspension, an 
einendergereiht, an einem gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge 
vorbeigeleitet Das Erfassungssystem wandelt nun das optische Signal in ein elektro-
nisches um, welches dann digitalisiert und für die Computeranalyse verwendbar wird.  
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Jede Zellart streut entsprechend ihrer Größe, der Struktur ihrer Zellmembran und der 
Art ihrer intrazellulären Bestandteile das auftreffende Licht in spezifischer Weise. Der 
größte Anteil des Lichts wird vorwärts gestreut, wobei das Vorwärtsstreulicht (forward 
scatter, FSC) nach Ausblendung des ungebrochenen Zentralstrahles ein Maß für die 
Größe der Zelle ist. Ein weiterer Teil des Lichts wird im rechten Winkel zum 
einfallenden Lichtstrahl gestreut und als Seitwärtsstreulicht (sideward scatter, SSC, 
90-Streulicht) bezeichnet. Das Maß der Seitwärtsstreuung ist von der Granularität 
der Zelle abhängig.  
Um bestimmte molekulare Merkmale einer Zelle zu untersuchen, muss man dieses 
Merkmal zuerst einmal markieren. Das geschieht mit Antikörpern, die gegen dieses 
Merkmal gerichtet sind und bestimmte Fluoreszensfarbstoffe tragen, z.B. FICS 
(Fluoreszeinisothiozyanat) oder PE (Phycorythrin). Bei exakter Anregung der Elek-
tronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl wer-
den diese auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserimpuls fallen die 
Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsni-
veau zurück. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor 
registriert wird, verhält sich proportional zur Menge an gebundenen Antikörpern.  
Beispielweise weist das Fluoreszenzspektrum von FITC ein Maximum bei 515 nm 
(gelb-grün) auf, das von Phycoerythrin ein Maximum bei 580 nm (rot-orange) auf. 
Damit sind der Hochpunkt der Emissionsmaxima deutlich voneinander zu 
unterscheiden und können von entsprechenden Detektoren erfasst werden. Des 
Weiteren erlaubt die Software dem Benutzer zu gaten, d.h. bestimmte Zellen 
auszuwählen und separat auf Merkmale zu untersuchen. 
2.14 Faktor Xa-Bildung 
Die Bildung von Faktor Xa kann Aufschluss geben über den Gehalt an funktionell 
aktivem TF in der untersuchten Probe. Der TF / Faktor VIIa Komplex spaltet den 
Faktor X entweder direkt oder indirekt über eine Faktor IX Aktivierung (vgl.f.S. Abb. 
11). Um die Faktor Xa-Bildung einzuleiten wurde den Proben das Substrat S2222 
zugesetzt, das selektiv von Faktor Xa gespalten wurde. Dabei entsteht ein Produkt 
(pNA), das Licht bei 405 nm absorbiert und so photometrisch bestimmt werden kann. 
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Um der in vivo Situation möglichst nahe zu kommen, sind in dem Gerinnungsfaktor-
konzentrat Beriplex, welches den TF-haltigen Proben zugeben wurde, neben Faktor 
VII auch Faktor II, lX und X sowie die antikoagulatorischen Moleküle Antithrombin 
und Protein C enthalten. Die entsprechenden Proben (biologisches Material, Beriplex 
und S2222) wurden in eine 96 Loch Platte pipettiert. Zur Umrechnung der optischen 
Dichte in Units/ml wurde eine Konzentrationsreihe unter Verwendung eines rekombi-
nanten humanen TF ermittelt (0,05 mU/ml, 0,1 mU/ml, 0,2 mU/ml, 0,4 mU/ml, 0,8 
mU/ml und 1,6 mU/ml). Nach Zugabe von je 50 µl CaCl2 Lösung und 100 µl einer Lö-
sung aus Resuspensionspuffer, Substrat S2222 und Beriplex (3,375 ml Resuspen-
sionspuffer, 400 µl S2222, 225 µl Beriplex) zu den Proben und den Standards, wurde 
der Anstieg der optischen Dichte über einen Zeitraum von 30 Minuten mit einem 
ELISA Reader photometrisch bei Raumtemperatur bestimmt. 
 
 
Abbildung 9: Prinzip der Messung der Faktor Xa-Bildung durch TF/Faktor VIIa-Komplex. Der TF / 
Faktor VIIa-Komplex spaltet den Faktor X. Substrat S2222 wurde zugesetzt, das selektiv von Faktor 
Xa gespalten wurde. Dabei entsteht ein Produkt (pNA), das Licht bei 405 nm absorbiert und so photo-
metrisch bestimmt werden kann. 
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2.15 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung wurde mit SPSS® und SigmaStat® durchgeführt. Die 
Daten wurden mittels t-Test (bei vorliegender Gauß'scher Normalverteilung) bzw. 
mittels Mann-Whitney-Test (bei fehlender Normalverteilung) ausgewertet. Als signifi-
kant wurden p-Werte ≤ 0,05 angenommen.
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Bedeutung von zirkulierenden MP für die Gerinnungsaktivieung 
durch atherosklerotische Plaques 
3.1.1 Bedeutung von zirkulierenden MP in PPP 
Um den Einfluss der im Blut zirkulierenden MP auf die Aktivierung der Fibrinbildung 
nach Plaqueruptur zu analysieren, wurde den homogenisierten, aus Karotiden von 
Patienten isolierten Plaques PPP zugesetzt. Anschließend wurde die Fibrinbildung 
(Clotting Time; CT) mittels Thrombelastographie bestimmt. Sodann wurde die Fibrin-
bildungzeit in PPP gemessen, indem die MP entfernt wurden. In einem dritten Ansatz 
wurden die zuvor isolierten MP wieder in derselben Konzentration wie im unbehan-
delten PPP zurückgeführt. Mit diesem letzten Ansatz sollte geprüft werden, ob die 
verschiedenen experimentellen Schritte zur Entfernung der MP die Ergebnisse per 
se beeinflussen. Alle drei Gruppen wurden parallel mit Material desselben Blutspen-
ders und desselben Plaquespenders durch Zugabe von 5 μl Plaque zu 300 μl PPP 
durch Rekalzifizierung gestartet. 
Die plaqueinduzierte Fibrinbildung nahm bei den Plasmen ohne MP im Vergleich zur 
Gruppe der MP-haltigen Plasmen im Schnitt um 50% zu. Dies bedeutet, dass in Ab-
wesenheit der im Blut zirkulierenden MP die Blutgerinnung deutlich später einsetzt. 
Die Fibrinbildung in denjenigen Plasmen, bei denen MP wieder zugegeben wurden, 
verhielt sich wie diejenige der unbehandelten Gruppe (Abb. 10, s.f.S.). Dies läßt da-
rauf schließen, dass der nach MP-Entfernung beobachtete Effekt tatsächlich auf die 
Präsenz der MP zurückzuführen ist und nicht auf Veränderungen des PPP während 
des Experimentes per se beruht.  
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Abbildung 10: Fibrinbildungzeit in PPP (mit und ohne MP) nach Zugabe atherosklerotischer 
Plaques: Mittelwerte und Standardabweichungen der CT im TEG von drei Vergleichsgruppen: Plaque 
in PPP (PPP); Plaque in PPP ohne MP (PPP-MP); Plaque in PPP, wobei hier die MP erst entfernt, 
dann wieder zugegeben wurden (PPP-MP+MP).  
 
PPP (n = 76), PPP-MP (n = 73), PPP-MP+MP (n = 27) 
PPP-MP vs. PPP (p < 0,0167), PPP-MP+MP vs. PPP (p = 0,29)  
 
3.1.2 MP im Vollblut 
Die oben beschriebene Versuchsreihe zeigt einen deutlichen Einfluss der MP auf die 
Fibrinbildung im PPP. Um der in vivo-Situation nach Ruptur eines atheroskleroti-
schen Plaques näher zu kommen, wurden die MP selektiv aus dem Vollblut entfernt. 
Wieder wurden jeweils drei verschiedene Vollblutproben desselben Spenders parallel  
mit Plaquematerial desselben Spenders versetzt. Die erste Gruppe beinhaltete un-
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behandeltes Vollblut, die zweite Gruppe Vollblut nach Entfernung der MP. Die dritte 
Gruppe stellte wiederum eine Kontrolle dar, in der die MP zuerst entfernt und an-
schließend wieder zugefügt wurden. Nach Zugabe des Plaquematerials ergaben sich 
zwischen den drei Gruppen keine statistisch relevanten bzw. keine signifikanten Un-
terschiede hinsichtlich der gemessenen Fibrinbildung (Abb. 11).  
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Abbildung 11: Wirkung der MP auf die Plaque-induzierte Fibrinbildung im Vollblut: Mediane, 
Quartilabstände und Extremwerte der CT im TEG von drei Vergleichsgruppen: VB: Vollblut; VB-MP: 
Vollblut aus dem selektiv die MP entfernt wurden; VB-MP+MP: Vollblut aus dem selektiv die MP ent-
fernt wurden und anschließend wieder zugefügt wurden. 
VP (n = 100), VB-MP (n = 71), VB-MP+MP (n = 33) 
 
 
 
3.1.3 PPP-negative Plaques in PRP 
Wie in der Einleitung beschrieben, lassen sich verschiedene Plaquegruppen unter-
scheiden, je nachdem ob sie im PPP die Fibrinbildung stimulieren oder nicht. In 
dieser Versuchsreihe wurde nun die PPP-negativen Plaques in PPP getestet. Hier-
bei wurde kein Effekt der MP auf die Clotting time im TEG beobachtet. Es ergaben 
sich keine statistisch relevanten Unterschiede der PPP-negativen Plaques zwischen 
PRP-Proben mit/ohne MP (Abb. 12) 
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Abbildung 12: Mediane, Quartilabstände und Extremwerte der Fibrinbildungszeit in PRP mit MP im 
Vergleich zur Fibrinbildungszeit in PRP ohne MP. Dabei wurden den Proben Plaques zugefügt, die im 
PPP keine Gerinnungsaktivierung zeigten. 
 
PRP (n = 9), PRP-MP (n = 9), PRP-MP+MP (n = 9) 
 
 
3.2 Ersatz von zirkulierenden MP durch zellspezifische MP 
Um festzustellen, welche MP den entscheidenden Effekt auf die Fibrinbildung aus-
üben, wurde die unterschiedliche Herkunft der einzelnen MP-Entitäten berücksichtigt. 
Um dies zu untersuchen, wurden die physiologisch im Blut zirkulierenden MP durch 
aus verschiedenen Blutzelltypen in vitro generierte MP ersetzt. Dabei wurden MP in 
vitro aus Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten präpariert. Da- 
nach wurden die zirkulierenden MP entfernt und durch die gleiche Menge der jewei-
ligen zellspezifischen MP-Spezies ersetzt. Interessanterweise vermochten dabei alle 
MP-Spezies in PPP die Kontrollfibrinbildung wieder herzustellen (Abb.13).  
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Abbildung 13: Ersatz der zirkulierenden MP durch MP unterschiedlicher Zellspezies. Start der Gerin-
nung durch Plaques (PPP (+)); T, Thrombozyten; N, N, Neutrophile; M, Monozyten. Dargestellt sind 
Mittelwerte und Standardabweichungen.  
 
PPP (n = 76), PPP-MP (n = 73), PPP+MP(T) (n = 17), PPP+MP(N) (n = 14), PPP+MP(M) (n = 13)  
 
 
Eine vergleichbare Anordnung wurde auch in Vollblut anstelle von PPP durchgeführt. 
Hier zeigte sich jedoch ein entscheidender Unterschied: Die von Monozyten abstam-
menden MP wiesen im Vergleich zu MP aus anderen Zelllinien oder zu den physiolo-
gisch zirkulierenden MP die stärkste prokoagulatorische Wirkung auf. Dies galt 
sowohl für Vollblut, das mit Plaque initiiert wurde, welche bereits die Fibrinbildung in 
PPP stimulierte, als auch für solche, die keine Fibrinbildung in PPP zeigte. Dies ist 
offensichtlich darauf zurückzuführen, dass stimulierte Monozyten die höhste TF-
Expression unter allen Blutkomponenten aufweisen (Abb. 14 und 15). 
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Abbildung 14: PPP(+)-Plaques wurde VB zugefügt, in dem die zirkulierenden MP durch zellspezifi-
sche MP ersetzt wurden. Dargestellt sind Mediane, Quartilabstände und Extremwerte. 
 
VB (n = 44), VB-MP (n = 34), VB-MP+MP(T) (n = 8), VB-MP+MP(N) (n = 6), VB-MP+MP(M) (n = 6)  
VB vs. VB-MP+MP(M) p≤ 0,0167  
 
Abbildung 15: Ersatz der im Vollblut zirkulierenden MP durch von Monozyten freigesetzte MP      
(VB-MP+MP(M)) steigert die Fibrinbildung in Plaque-stimuliertem Vollblut (PPP(-)).Dargestellt sind 
Mediane, Quartilabstände und Extremwerte. 
VB (n = 66), VB-MP (n = 37), VB-MP+MP(T) (n = 8), VB-MP+MP(N) (n = 6), VB-MP+MP(M) (n = 6)  
VB vs. VB-MP+MP(M) p≤ 0,0167 
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3.3 Bedeutung des intravaskulären (blood borne) TF 
3.3.1 Beschichtung von MP mit TF-Antikörpern 
Die unter 4.1.1 beschriebene Beschleunigung der Blutgerinnung bei Anwesenheit der 
MP ist vermutlich auf den TF-Gehalt der in Blut zirkulierenden MP zurückzuführen. 
Um dies experimentell zu unterstützen, wurden zwei Versuchsgruppen angesetzt: 
Eine erste Gruppe enthielt unbehandeltes PPP. In der zweiten Gruppe wurden die 
MP mit anti-TF-Antikörper gecoatet. Dafür wurden die zuvor isolierten MP für 30 
Minuten mit 10 μg/ml Anti-TF VIC7-Antikörper bei Raumtemperatur inkubiert, so dass 
der membrangebundene TF nun ligiert und damit nicht mehr funktionsfähig ist. Um 
ausschließlich die Aktivität des MP-assozierten TF zu hemmen, wurden die MP 3x 
gewaschen. Damit sollte gewährleistet werden, dass kein ungebundener Antikörper 
die Proben verunreinigen konnte. Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Ver-
zögerung der Plaque-induzierten Fibrinbildung im PPP nach Beschichtung der MP 
mit anti-TF-Antikörper (Abb. 16). Dies lässt darauf schliessen, dass der Effekt der zir-
kulierenden MP auf die Gerinnungsaktivierung durch atherosklerotische Plaques im 
PPP durch MP-TF vermittelt wird. 
 
Abbildung 16: Zugabe von Plaques zu PPP, dessen MP mit/ohne anti-TF beschichtet wurden. Fibrin-
bildung bei antiTF-behandelten MP. Dargestellt sind Mediane, Quartilabstände und Extremwerte. 
Plaque (n = 76), Plaque+anti-TF (n = 6)  
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3.3.2 Thrombozytäre TF-Präsentation nach Exposition mit Plaquelipiden 
Im Falle einer Plaqueruptur werden neben anderen Faktoren v.a. Lipide aus dem 
Plaquekern freigesetzt. Um zu prüfen, ob die Plaquekerne die TF-Exposition in 
Blutzellen verändern, untersuchten wir, ob die aus Plaquematerial isolierten Lipide 
die Anwesenheit von TF auf der Thrombozytenoberfläche beeinflussen. 
Die Plaquelipide wurden isoliert und in einem Puffer resuspendiert. Danach wurden 
sie zu 100 μl Vollblut zugegeben. Anschließend wurden die Zellen aus dem Vollblut 
mit Lysing Solution (Becton Dickinson) lysiert. Dabei sind Thrombozyten von der Ly-
sierung ausgenommen. Im FACS wurde selektiv auf die Thrombozyten fokussiert, 
die mit murinem Anti-Human-CD42b-PE-Antikörper und murinem Anti-Human-TF-
FITC-Antikörper markiert wurden. 
Dadurch wurde selektiv die Expression von TF auf der Thrombozytenoberfläche ge-
testet. 
 
Abbildung 17: FACS-Histogramm vor bzw. nach Stimulation von Thrombozyten mit Plaquelipid. Be-
stimmung der TF-Exposition auf Thrombozyten in Vollblut. 
 
Nach Inkubation der Thrombozyten mit den Plaquelipiden wurde ein limitierter An-
stieg der Expression von TF auf den Thrombozyten beobachtet. Stimuliert man nun 
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im gleichen Verfahren die Thrombozyten mit Kollagen anstatt mit Lipiden, erhält man 
ein ähnliches Ergebnis: Es wird ein kleiner Anstieg der TF-Exposition auf den Throm-
bozyten beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass atherosklerotische Plaques die TF-
Expression der Thrombozyten verstärken können (Abb. 17). 
3.4 Protein Disulfid Isomerase (PDI) 
Wie in der Einführung erläutert, kommt es nach Zugabe eines Teils der untersuchten 
Plaques reproduzierbar zu keiner Stimulierung der Fibrinbildung im PPP (PPP(-)-
Plaques). Diese Plaques weisen aber nachweisbar TF auf (Bestimmungen von 
ELISA assays; nicht gezeigt). 
Daher wurden zunächst PPP-Plaques ausgewählt. Diese Plaques wurden mit akti-
vierten Thrombozyten inkubiert und anschließend die TF-Aktivität über die Bildung 
von Faktor Xa bestimmt.  
 
 
Abbildung 18: Faktor Xa-Bildung, Xa Aktivitätsmessung; Thrombozyten alleine, Plaquematerial allei-
ne, und Thrombozyten mit Plaquematerial inkubiert. 
Thrombozyten (n = 14), Plaque (n = 14), Thrombozyten+Plaque (n = 6) 
 
 
In Abb. 18 ist deutlich zu erkennen, dass sich die prokoagulatorische Xa-Aktivität bei 
Inkubation des Plaquematerials und den aktivierten Thrombozyten mehr als nur 
additiv verstärkt. Daraus ergibt sich, dass die Thrombozyten die TF-Aktivität der 
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Plaques synergistisch steigern können. Neuere Daten zeigen, dass die TF-
Aktivierung von dem Redoxzustand eines Cysteinpaares in der extrazellulären 
Domäne von TF abhängt.36 Der für die TF-Aktivierung notwendige Redoxzustand 
wird durch die Thiol Isomerase PDI erzeugt. Aktivierte Thrombozyten sezernieren 
bekannterweise Thiol Isomerasen, besonders PDI. Um zu prüfen, ob die 
Aktivitätssteigerung des TF durch PDI hervorgerufen sein kann, wurde eine 
Versuchsreihe im Thrombelastographen in PPP angesetzt. Der Plaque wurde mit 50 
μg/ml PDI bei Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert und mit demselben Plaque 
ohne Vorbehandlung verglichen. 
 
 
 
Abbildung 19: PPP-negative Plaques zeigen im PPP keine gerinnungsaktivierende Aktivität. Nach In-
kubation mit PDI (50 μg/ml) wird die Fibrinbildung induziert. n=6 
 
 
Wie erwartet, zeigten die PPP-negativen Plaques keine relevante Aktivierung der 
Blutgerinnungskaskade (Abb. 19). Hingegen ergab sich nach Inkubation mit PDI eine 
Fibrinbildungzeit von ca. 1300 Sekunden, was ungefähr der Fibrinbildung in PPP-
positiven Plaques entspricht. Daraus kann gefolgert werden, dass PPP-negative 
Plaques prinzipell durch Zugabe von PDI in PPP-positive Plaques umgewandelt 
werden können. Hingegen war bei PPP-positiven Plaques durch Zugabe von PDI  
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Abbildung 20: Wirkung des anti-PDI-Antikörpers auf Faktor Xa-Bildung in Suspension aus aktivierten 
Thrombozyten und atherosklerotischen Plaques. Das Plaquematerial wird einmal mit aktivierten 
Thrombozyten versetzt; mit aktivierten Thrombozyten versetzt, aber das Plaquematerial wurde zuvor 
mit anti-PDI vorinkubiert. (pl+T n = jeweils 12 pl+anti-PDI+T= jeweils 4) 
Unterschiedliche Farben geben unterschiedliche Plaques wieder. Dunkelblau = PPP-positive Plaques; 
hellbau = PPP negative Plaques 
 
 
keine Verkürzung der Fibrinbildungzeit nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 
Anschließend wurde getestet, ob eine Hemmung von PDI die TF-Aktivierung in 
Suspension aus aktivierten Thrombozyten und Plaques beeinflusst. Bei Inkubation 
des Plaquematerials mit Anti-PDI-Antikörper für 15 Minuten bei einer Konzentration 
von 400 µg/ml zeigt sich eine deutliche Senkung der Xa-Aktivität, so dass davon 
ausgegangen werden kann, dass die Inhibition von PDI eine Reduktion der TF-
Aktivität mit sich führt (Abb. 20). Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse 
vermuten, dass PDI über Stimulierung des im Lipidkern enthaltenen TF für die 
Aktivierung der Fibrinbildung nach Plaqueruptur mitverantwortlich ist. 
 
3.5 Redoxreaktionen 
Disulfidbrücken stabilisieren die dreidimensonale Struktur von Proteinen. 
R-SH + HS-R' → R-S-S-R' + 2 [H] 
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R und R' bezeichnen dabei die Cysteine eines Proteins. Die bei der Oxidation frei 
werdenden Wasserstoffatome werden von einem Wasserstoffakzeptor gebunden. 
Wie bereits erwähnt (s. 2.3), besitzt TF zwei Disulfbrücken, wobei eine davon 
(Cystein 186-209) an der Oberfläche des Proteins lokalisiert und daher für Redoxre-
gulation zugänglich ist. Diese Cysteine können als gemischtes Disulfid mit Gluthation 
vorliegen.36 Um die Bedeutung dieses Disulfids im Plaque-TF zu ermitteln, wurden 
die Plaques mit Glutareoxin (GRX) vorinkubiert, um Glutathion aus der Bindung an 
Cystein 209 von TF zu entfernen. 
PPP-negative Plaques wurden für 15 Min. mit GRX vorinkubiert und danach zu 300µl 
PPP zugegeben.  
 
Abbildung 21: Fibrinbildung eines PPP-negativen Plaques ohne/nach Vorinkubation (15') mit GRX 
(10 µM). Plaque alleine (links) und Plaque nach Inkubation mit Glutathion (rechts). Bestimmung der 
Fibrinbildung in PPP. 
 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass es nach Inkubation mit GRX zu einer Aktivierung der Fi-
brinbildung durch den PPP(-)Plaque kommt (Abb. 21). 
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4 DISKUSSION 
Kaum eine Erkrankung steht seit Jahrzehnten so sehr im Blickpunkt der medizini-
schen Forschung wie die Atherosklerose. Diese kardiovaskuläre Erkrankung entwi-
ckelt sich über Jahrzehnte symptomlos, bis sie sich durch Herzinfarkt, Schlaganfall 
oder periphere arterielle Verschlußkrankheit manifestiert.19 Diese für den Patienten 
oft schwerwiegenden Ereignisse sind meistens Folge einer Ruptur eines atheroskle-
rotischen Plaques der Koronararterien und der Carotiden. Dadurch kommt es zum 
Kontakt der Plaquekerne mit Blutzellen und Blutplasma. Da im Blut zirkulierende MP 
prokoagulatorische Aktivität aufweisen, könnten sie an der durch atherosklerotische 
Plaques getriggerten lokalen Aktivierung der Blutgerinnung beteiligt sein. 
4.1 Bedeutung der zirkulierenden MP bei Plaqueruptur 
MP sind Zellabschnürungen der Zellmembran verschiedener Ursprungszellen. Frü-
here Arbeiten dokumentierten erhöhte Mengen an MP bei Patienten mit akuten ko-
ronaren Herzkrankheiten, Sepsis oder heparininduzierten Thrombozytopenien.73; 27; 47  
Diese Erkrankungen zeichnen sich durch ein erhöhtes thrombotisches Risiko aus. Im 
Gegensatz dazu zeigen Patienten, die ein erhöhtes Blutungsrisiko aufweisen, wie 
beispielsweise Patienten mit Scott Syndrom, eine deutlich verminderte MP-Bil-
dung.13; 62 Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die durch atherosklerotische Plaques 
induzierte Fibrinbildung nach Entfernung der zirkulierenden MP aus PPP deutlich 
reduziert ist. 
Während also zirkulierde MP für die Plaque-induzierte Blutgerinnung im PPP eine 
erhebliche Rolle spielen, wurde im PRP und im Vollblut nach Entfernung der MP 
keine signifikante Veränderung der Gerinnungszeit festgestellt. Diese Differenz 
könnte auf die Unterschiede der verschiedenen Ansätze bezüglich An- bzw. 
Abwesenheit von Thrombozyten zurückzuführen sein. Es scheint in der Tat plausibel, 
dass die starke prokoagulatorische Eigenschaft der Thrombozyten die Wirkung der 
durch MP hervorgerufenen Beschleunigung der Blutgerinnung überlagert. Dabei ist 
allerdings zu berücksichtigen, dass in vivo an präferentiellen Lokalisationen von 
Plaques durch Änderungen der Strömung des Blutflusses Thrombozyten-freie 
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Regionen entstehen können.  
MP können intravaskulären TF tragen. Die Fähigkeit dieses zirkulierenden TF, die 
Fibrinbildung ohne einen Aktivierungsstimulus zu starten, ist limitiert. Dies ist offen-
sichtlich notwendig, um die Aktivierung der Gerinnungskaskade in gesundem 
Blutgefäß zu verhindern. Dies könnte in der Tat lebensgefährlich sein, da eine intra-
vaskuläre Thrombusbildung zu kompletten Obstruktionen mit nachfolgender Ischä-
mie führen kann. In der Versuchsreihe im PPP zeigte sich deutlich, dass durch den 
Einsatz von TF-Antikörpern die Blutgerinnungszeit stark herabgesetzt wird (vgl. Abb 
16) – und zwar in einem beinahe ebenso großen Maße wie bei vollständiger 
Entfernung der MP. Dies lässt darauf schliessen, dass der MP-assozierte TF an der 
Plaque-induzierten Fibrinbildung im PPP zu einem erheblichen Teil beteiligt ist. Dies 
gilt insbesondere für die PPP(+) Plaques. Interessanterweise konnte zu PPP-
negativen Plaques eine Plaque-induzierte Fibrinbildung durch Zugabe von PDI 
erreicht werden. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass Thrombozyten an der Plaque-
induzierten Fibrinbildung entscheidend beteiligt sind. Aktivierte Thrombozyten 
sezernieren bekannterweise Thiol Isomerasen, im Besonde-ren PDI. Die 
Hauptfunktion dieses Proteins besteht in ihrer Wirkung auf die oxidative Faltung von 
Proteinen im ER. PDI, das normalerweise ein ER-Retentionsignal besitzt, wird auch 
von einer Vielzahl von Zellen sezerniert, unter anderem von Hepatozyten, exokrinen 
Zellen des Pankreas, Endothelzellen und aktivierten Thrombozyten.71 Es ist daher 
davon auszugehen, dass aktivierte Thrombozyten durch Sekretion von PDI den 
inaktiven Plaque-assozierten TF aktivieren können. Nach PDI-Stimulierung verhält 
sich ein PPP-negativer Plaque ähnlich prokoagulatorisch wie ein PPP-positiver 
Plaque. Ebenfalls konnten wir zeigen, dass Lipide des Plaquekerns Thrombozyten 
aktivieren und zu einer gesteigerten TF-Expression an der thrombozytären 
Oberfläche führen können. Ob die durch Plaquelipide aktivierten Thrombozyten auch 
PDI sezernieren, was wiederum den Plaque-assozierten TF aktivieren könnte, ist 
noch unklar und Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen. 
Die von Monozyten freigesetzten MP verstärkten im Vergleich zu MP aus anderen 
Zellspezies bzw. im Vergleich zu der Gesamtpopulation der zirkulierenden MP die 
Plaque-induzierte Gerinnungsaktivierung am deutlichsten. Dies ist von besonderer 
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Bedeutung für das Verständnis der Gerinnungsaktivierung bei Infektionen, da Mono-
zyten in der Lage sind, substantielle Mengen an TF unter Langzeitstimulation mit 
Entzündungsmediatoren zu synthetisieren.48 Dies ist offensichtlich im Rahmen akuter 
und chronischer Entzündungsprozesse von erheblicher Wichtigkeit. So spielt mono-
zytärer TF nachgewiesenermaßen eine entscheidende Rolle beim Start der Gerin-
nung im Rahmen der Disseminierten Intravasalen Gerinnung (DIC).49 Hieraus ist zu 
folgern, dass die Funktion des monozytären TF unter pathologischen Bedingungen 
wie im Fall der Atherosklerose möglicherweise eine größere Rolle spielt als in der 
physiologischen Situation. 
4.2 Bedeutung des intravaskulären TF 
Neben zellulär gebundenem TF konnte TF-Protein auch im Plasma nachgewiesen 
werden.1 Besonders hohe Mengen an TF wurden dabei im Plasma von Patienten mit 
Erkrankungen wie Myokardinfarkt67 oder instabiler Angina pectoris39 gefunden. 
Möglicherweise ist dies der Grund für die erhöhte Thrombogenität des Blutes, welche 
mit diesen Erkrankungen einhergeht. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
haben gezeigt, daß der Plasma-TF zumindest teilweise mit zirkulierenden MP asso-
ziiert ist.43 Ebenfalls fand man, dass stimulierte Monozyten, Plättchen und 
Eosinophile das TF-Gen de novo transkribieren können.33 Aus neueren Studien 
mittels Elektro-nenmikroskopie geht hervor, dass es nach Stimulation von Vollblut mit 
Kollagen in vitro innerhalb von Minuten zu einer TF-Exposition auf der Oberfläche 
von Leukozyten-Thrombozyten-Komplexen kommt.77 Dieser Prozess setzt voraus, 
dass TF präformiert im Blut vorhanden sein muß. 
Als Aktivator der Blutgerinnungskaskade ist TF auch im Hinblick auf die pathologi-
schen Vorgänge im Rahmen einer atherosklerotischen Erkrankung von zentraler Be-
deutung. Dabei könnte auch dem Plasma-TF eine funktionelle Bedeutung zukom-
men,39; 67 da eine erhöhte Konzentration von intravaskulärem TF an der Bildung von 
Thrombosen beteiligt sein könnte.33 In weiteren Experimenten konnte gezeigt wer-
den, dass MP und Thrombozyten die Hauptlokalisation von präformiertem, intravas-
kulärem TF im physiologischen Zustand sind.43 Die Fähigkeit des zirkulierenden TF 
(blood borne) die Fibrinbildung zu initiieren, ist limitiert. Dies ist notwendig, um die 
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Aktivierung der Gerinnungskaskade in gesundem Blutgefäß zu verhindern, was po-
tentiell lebensgefärlich sein kann, da eine Thrombusformierung zu kompletten Ob-
struktionen mit nachfolgender Ischämie führen kann. Studien an unterschiedlichen 
Zelltypen zeigen, dass TF in funktionell latentem Zustand präsentiert sein kann 
(encrypted oder cryptic TF).3 Dies gilt v.a. für den intravaskulären TF. 
Durch Ruptur eines atherosklerotischen Plaques werden Lipide des Plaquekerns 
gegenüber dem Blut exponiert. Wir konnten zeigen, dass die TF-Expression auf der 
Thrombozytenoberfläche durch Stimulation mit isolierten Plaquelipiden ansteigt. In-
wieweit dies entscheidend für das in vivo nachfolgende Geschehen ist, bleibt zu 
klären. Es ist jedoch zu erwarten, dass dies zur Thrombusbildung bei Atherosklerose 
beiträgt. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass aktivierte Thrombozyten über 
Sekretion von PDI zur weiteren Aktivierung des Plaque-assozierten TF führen 
könnten. In der Tat kann die prokoagulatorische Aktivität des zirkulierenden TF durch 
Interaktionen zwischen MPs und PDI aus aktivierten Thrombozyten getriggert 
werden.43  Dies könnte auch im Falle der arteriellen Thrombose von Bedeutung sein, 
da es nach Plaqueruptur zur Interaktion TF-exponierter MP mit aktivierten 
Thrombozyten kommt. Allen bisherigen Studien und den Ergebnissen dieser Arbeit 
zufolge ist davon auszugehen, dass es durch das Zusammenspiel von Plaque-
assoziiertem TF und intravaskulärem TF zu massiven Steigerungen der Fibrinbildung 
im Gefäß kommen kann. Von besonderem Interesse ist in dieser 
pathophysiologischen Konstellation die Rolle des Plaque-assozierten TF, der 
hauptsächlich monozytären Ursprungs ist. In der Tat kommt es in Gegenwart von 
monozytären MP zu einer erhöhten Fibrinbildung nach Exposition von 
Plaquematerial. 
4.3 Bedeutung des im Lipidkern enthaltenen TF 
Gerade im Zusammenhang mit Plaquerupturen kommt TF auf verschiedene Weise 
eine bedeutende Rolle zu.42 In der Tat enthalten Plaques selbst ebenfalls TF-prä-
sentierende MP, die v.a. von Monozyten/Makrophagen und glatten Muskelzellen frei-
gesetzt werden.69 Diese im Plaque entstandenen MP sind deshalb stark thrombo-
gen.34; 74 
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Der TF auf den MP im Lipidkern des Atheroskleroseplaques kann entweder bereits 
aktiviert sein (decrypted TF), wie im Falle der PPP-positiven Plaques oder aber in 
einem passiven Zustand vorliegen, in dem er von außen aktiviert werden muss, wie 
im Falle der PPP-negativen Plaques.  
Interessanterweise fanden wir, dass es nach Inkubation von PPP-Plaques mit PDI zu 
dieser Aktivierung kommt. Daraus kann gefolgert werden, dass PPP-negative 
Plaques prinzipell durch Zugabe von PDI in PPP-positive Plaques umgewandelt wer-
den können. Hingegen waren bei PPP-positiven Plaques durch Zugabe von PDI kei-
ne Verkürzung der Fibrinbildungzeit nachweisbar. Im Umkehrschluss zeigt sich bei 
Inkubation des Plaquematerials mit Anti-PDI-Antikörpern eine deutliche Senkung der 
prokoagulatorischen Aktivität, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die 
Inhibition von PDI eine Vermeidung der TF-Aktivität bedingt. Da in beiden Versuchs-
reihen jeweils PDI oder Anti-PDI-Antikörper direkt mit dem Plaquematerial inkubiert 
wurden, ist davon auszugehen, dass hierbei dem Einfluss von PDI auf den im Lipid-
kern enthaltenen TF eine entscheidende Rolle zukommt und nicht nur, wie in ande-
ren Arbeiten gezeigt wurde, dem zirkulierenden TF. Unsere Ergebnisse zeigen, dass 
PDI TF via Redoxreaktionen aktivieren kann. Das schließt jedoch nicht die Möglich-
keit aus, dass weitere Mechanismen TF aktivieren können. 
PDI wird nicht nur durch aktivierte Thrombozyten freigesetzt, sondern auch bei Schä-
digung der Gefäßwandzellen.36 Besonders die Aktivität des MP-assoziierten TF wird 
durch Thrombozyten sezerniertes PDI gesteigert.57 In derselben Arbeit wurde 
beobachtet, dass die Stimulation von MP-assoziertem TF durch aktivierte 
Thrombozyten nach Inhibition von PDI gehemmt wird.36 In der vorliegenden Arbeit 
konnte gezeigt werden, dass atherosklerotische PPP-negative Plaques nach 
Inkubation mit PDI deutlich prokoagulatorisch wirksam sind. Damit wurde eine 
ähnlich schnelle Fibrinbildung ohne Thrombozyten errreicht, wie sie sonst nur in PRP 
angetroffen wurde.  
Disulfid Isomerasen könnten damit zu Beginn der pathologischen Fibrinbildung die 
Blutgerinnung triggern. Diese Erkenntnisse könnten Ansätze in der therapeutischen 
Intervention, Behandlung und Prävention von Erkrankungen ergeben, die durch athe-
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rosklerotische Plaques ausgelöst werden, wie Myokardinfarkte und Schlaganfälle. 
 
  
Abbildung 23: Ruptur atherosklerotischer Plaque.  
(A) Darstellung  eines gesunden Gefäßes.  
(B) Dargestellt ist ein atherosklerotischer Plaque, der 
die Durchblutung nur geringfügig beeinflusst. Nach 
Jahrzehnte-langer Progression kann es zur Plaque-
ruptur kommen.  
(C-I) PPP-negativer Plaque ist initial inaktiv; erst 
durch Kontakt mit aktivierten Thrombozyten aus der 
Blutstrombahn kann der TF über PDI aktiviert werden 
(→C-II).  
(C-II) PPP-positiver Plaque. Hier ist der TF der im Li-
pidkern sich befindenden MP bereits aktiv. Die Gerin-
nungskaskade wird direkt aktiviert.  
(D) Als Konsequenz aus C-I und C-II bildet sich ein 
Thrombus, der das betroffene Gefäß verschließt, wo-
durch das nachgeschaltete Gewebe ischämisch wird. 
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4.4 Ausblick 
Erkenntnisse zur Bedeutung von MP und von Plaque-assoziiertem bzw. atheroskle-
rotischem TF für die Thrombogenese nach Ruptur eines Atheroskleroseplaques 
könnten entscheidend zur Verbesserung der Präventionsmaßnahmen bei Herzinfarkt 
und Schlaganfall beitragen. So könnte beispielsweise bei Patienten mit PPP-negati-
ven Plaques die Aktivierung des TF durch aktivierte Thrombozyten unterdrückt wer-
den. Für viele Studien zur Entwicklung neuer gerinnungshemmender Medikamente 
ist TF einer der wichtigsten Ansatzpunkte. In diesem Zusammenhang kann die 
Kenntnis über die molekulare Pathophysiologie der arteriellen Thrombose und der 
TF-haltigen Mikropartikel des Lipidkerns dazu beitragen, die komplexen Abläufe in 
der pathologischen Aktivierung der Blutgerinnung besser zu verstehen. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Der Lipidkern ist ein besonders thrombogener Teil atherosklerotischer Plaques. 
Wenn der Lipidkern durch Ruptur des Plaques gegenüber dem Blutfluss exponiert 
wird, bildet sich schnell ein Thrombus, der das betroffene Gefäß verschließen kann. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass zirkulierende MP beim Start der Blutgerin-
nungskaskade von Bedeutung sein können. Nach Inkubation der MP mit Anti-TF-
Antikörpern kommt es zu einer deutlichen Hemmung ihrer gerinnungsaktivierenden 
Eigenschaften. Eine besondere Rolle spielen hierbei TF-exponiernde monozytäre 
MP. In der Tat konnte gezeigt werden, dass monozytäre MP die stärkste 
prokoagulatori-sche Wirkung nach Stimulation von Blut mit Plaquematerial 
aufweisen.  
Die Exposition des thrombozytären TF ist nach Stimulation mit Lipidextrakten aus 
dem Atheroskleroseplaque moderat erhöht. Jedoch erweisen sich Thrombozyten in 
Verbindung mit Plaquematerial als stark thrombogen. Es wird vermutet, dass 
aktivierte Thrombozyten in der Lage sind, TF im Plaque zu aktivieren. Ein 
Erklärungsansatz stützt sich dabei auf die Rolle der Thiol Isomerase PDI, die von 
einer Vielzahl von Zellen sezerniert oder an deren Oberfläche präsentiert wird. 
Inkubiert man Plaques, die per se die Gerinnungskaskade nur geringfügig 
beeinflussen, mit PDI, so kommt es zu einer deutlichen Steigerung der 
prokoagulatorischen Wirkung der Plaques. 
Dieser Umstand führt zu der Erkenntnis, dass allein die Anwesenheit von 
zirkulierenden MP ausreicht, um die komplette Gerinnungskaskade nach durch 
Plaqueruptur zu aktivieren. Diese Erkenntnisse können von Bedeutung sein für ein 
weiterführendes Verständnis der pathophysiologischen Vorgänge bei der Aktivierung 
der Blutgerinnung durch Atheroskleroseplaques. 
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